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SİMGE VE KISALTMALAR 

                

CYP   : Sitokrom P450 

HO-1    : Hem oksijenaz 1         

HSP70  : Isı şok proteini 70  

MTT     : 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromür 

NRF2    : Nükleer faktör eritroid 2-ilişkili faktör 2  
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Akrilamid, endüstride poliakrilamid sentezinde, atık su arıtımı, kağıt, plastik ve 

kozmetik endüstrilerinde ve ayrıca laboratuvarlarda kullanılan bir kimyasaldır (1). Aynı 

zamanda akrilamid Maillard reaksiyonu ile 120 °C üzerindeki sıcaklıklarda gıdalarda 

çoğunlukla serbest asparajin ile karbonhidratlardaki indirgen şekerler arasındaki reaksiyon 

sonucu da oluşur (2). Akrilamidin sitotoksik, genotoksik ve kanserojen etkileri olduğu 

bildirilmiştir. Vücuda alınan akrilamidin büyük bir kısımı karaciğerde glutatyon ile konjuge 

edilerek sitokrom P450 (CYP) ile metabolize olur (3). Akrilamid metabolize edilirken 

hücresel glutatyon depolarının tükenmesine ve reaktif oksijen türlerinin artışına neden olur 

(4). 

Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengenin oksidanlar lehine 

bozulması sonucu oluşur (5). Oksidatif stres sonucunda oluşan serbest radikaller 

makromoleküllerde modifikasyonlara sebep olarak, yapı ve fonksiyonlarında bozukluklara yol 

açar. Bu modifikasyonlardan protein karbonilasyonu geri dönüşümsüz ve non-enzimatik 

olarak oluşan bir protein oksidasyonu ve oksidatif stres belirtecidir (6). Hem oksijenaz 1 (HO-

1) Hem molekülünün karbonmonoksit, biliverdin ve demire indirgenmesinde rol oynayan, 

indüklenebilir, antioksidan bir enzimdir. Artan HO-1 aktivitesinin karaciğer hasarında 

hepatositleri serbest radikallerden koruyabileceği gösterilmiştir (7). Oksidatif stres gibi 

hücresel streslere yanıt olarak hücrede ısı şok proteini 70 (HSP70) gibi ısı şok proteinlerinin 

ekspresyonu artabilir. HSP70, aynı zamanda hücre içi protein homeostazının sağlanmasında 

da önemli rol oynar (8).  
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Karanfil yağında bulunan öjenolün, antibakteriyel, antifungal, antioksidan, analjezik, 

ve antipiretik etkileri olduğu bilinmektedir (9). Öjenolün hepatotoksisite üzerine de faydalı 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir (10). HepG2 hücreleri insan kaynaklı hepatoma hücreleridir. 

Sınırsız ömürleri ve karaciğer parankim hücrelerinin özel işlevlerini koruduğu için karaciğer 

metabolizması, ilaç toksisitesi, çevresel ve diyete bağlı sitotoksik, genotoksik ve sitoprotektif 

ajanların tespitinde sıklıkla tercih edilen bir hücre hattıdır (11). HepG2 hücreleri karaciğerde 

akrilamid toksisitesinin hücresel düzeyde araştırıldığı çalışmalarda sıklıkla kullanılmıştır 

(4,12-14). Literatürde öjenolün akrilamid toksisitesi üzerine etkisini araştıran bir çalışmaya 

rastlamadık. Bu çalışmanın amacı, akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde öjenolün hücre 

canlılığına, oksidatif strese ve ısı şok protein yanıtına etkisini araştırmaktır. Bu çalışma ile 

akrilamide bağlı karaciğer hasarında öjenolün etkisi ilk kez, HepG2 hücrelerinde oluşturulan 

akrilamid toksisitesi modeli kullanılarak gösterilmiştir.  
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GENEL BİLGİLER 

 

AKRİLAMİD 

Akrilamid (akrilik asit amid; 2-propenamid) kristal yapılı, beyaz, kokusuz bir bileşik 

olup su, etanol, eter ve kloroform gibi çözücülerle çözünebilir (15). Akrilamid ve polimerleri 

atık su arıtımı, kağıt ve tekstil endüstrileri ve laboratuvarda elektroforezde destek ortamının 

oluşturulması gibi birçok farklı alanda kullanılmaktadır (1). Endüstri dışında çoğunlukla ısı 

kaynaklı işlem sırasında Maillard reaksiyonuyla da akrilamid oluşabilir (16). Maillard 

reaksiyonu, karamelizasyon gibi non-enzimatik bir esmerleşme reaksiyonudur. Bu 

reaksiyonda gıdaların 120°C üzerindeki sıcaklıklara maruziyeti ile indirgen şekerlerin 

karbonil grubu ile özellikle asparajin olmak üzere aminoasitlerin amino grubu arasındaki 

kondenzasyon ile akrilamid oluşmaktadır (17). Gıdaların kızartma, kavurma ve fırınlama 

sırasında düşük nem ve yüksek sıcaklık koşullarında Maillard reaksiyonu oluşabilmektedir. 

Gıdalarda oluşan akrilamid oranını temel olarak asparajin başta olmak üzere serbest 

aminoasitler içeriği, indirgen şeker içeriği, pişirme ısısı, pişirme süresi ve ortamdaki nem 

belirlemektedir (18). 

Vücuda alınan akrilamid, CYP enzimi ile esas olarak karaciğerde metabolize 

edilmektedir. Akrilamidin büyük bir kısmı direkt olarak glutatyon ile konjuge olmakta, bir 

miktar akrilamid ise CYP oksidaz sisteminin alt üyelerinden biri olan CYP 2E1 ile toksik bir 

metabolit olan glisidamide dönüşmekte ve ardından glutatyon ile konjuge olmaktadır. 

Akrilamid metabolizmasının son ürünleri idrarla vücuttan uzaklaştırılmaktadır (3). Akrilamid,  

hücre içinde glutatyonun tükenmesine ve reaktif oksijen türlerinin artışına yol açar. Oksidatif 

stresin artması ile hücrede DNA'nın, proteinlerin ve lipitlerin oksidasyonu yoluyla sitotoksik 
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etkilere ve bunların sonucunda akrilamide bağlı hücre ölümü veya kanserleşmesi olabileceği 

bildirilmektedir (19). Akrilamide uzun süreli maruz kalma sonucunda artan oksidatif stresin 

nörodejenerasyona, nefrotoksisiteye, reprodükif sistem hücrelerinde toksisiteye ve 

immünotoksisiteye neden olduğu gösterilmiştir (20-22).  

Literatürde akrilamidin karaciğerde metabolize olurken glutatyonla konjuge olarak 

hücre içi redoks dengesini değiştirdiği ve karaciğerde toksisiteye neden olduğu gösterilmiştir 

(23,24). Sıçanlar üzerinde yapılan başka bir çalışmada ise 28 gün süreyle 15 mg/ kg dozunda 

akrilamid verildiğinde  karaciğer dokusunda hücre dejenerasyonu ve kupffer hücre çoğalması 

görüldüğü bildirilmiştir (25). Aynı zamanda insanlarda akrilamid zehirlenmesinin karaciğeri 

etkilediği bildirilmiştir (26). 

 

HEPG2 HÜCRE HATTI 

HepG2 hücre hattı, hepatosellüler karsinomu olan 15 yaşındaki bir erkeğin karaciğer 

biyopsisinden izole edilmiştir. Hücreler epitelyal morfolojiye sahiptir ve albümin, transferrin, 

plazminojen gibi çeşitli ana plazma proteinlerini salgılamaktadır (27). Sınırsız ömürleri ve 

karaciğer parankim hücrelerinin özel işlevlerini koruması nedeniyle için karaciğer 

metabolizması, ilaç toksisitesi, çevresel ve diyete bağlı sitotoksik, genotoksik ve sitoprotektif 

ajanların tespitinde sıklıkla tercih edilen bir hücre hattıdır (11). 

Literatürde karaciğerde akrilamid toksisitesinin hücresel düzeyde araştırıldığı 

çalışmalarda da sıklıkla HepG2 hücreleri kullanılmıştır (4,12-14). 10 mM akrilamidin HepG2 

hücrelerinde sitotoksiteye ve protein yıkım yollarında bozulmaya (13), DNA hasarına (4), 

reaktif oksijen türlerinde artış ve glutatyon düzeylerinde azalma ile ilişkili genotoksisiteye 

(14) yol açtığı gösterilmiştir. 

 

OKSİDATİF STRES VE PROTEİN OKSİDASYONU 

Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengenin oksidanlar lehine 

bozulmasıdır. Normal fizyolojik koşullar altında hücreler, oksidatif stres seviyesini kontrol 

eden oksidan ve antioksidan ajanlar arasındaki dengeyi koruyan özel moleküler stratejilerle 

donatılmıştır (28). 

Reaktif oksijen türleri ve reaktif azot türleri dahil olmak üzere serbest radikaller 

hücrelerdeki çeşitli oksidasyon-redüksiyon reaksiyonlarının ortak metabolik ürünleridir. 

Hücrelerde, aşırı serbest radikallerin neden olduğu oksidatif stresi hafifletmek için çeşitli 

savunma mekanizmaları kullanılır. Enzimatik savunma sistemi, süperoksit dismutaz, katalaz, 
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glutatyon redüktaz ve glutatyon peroksidaz gibi çeşitli antioksidan enzimleri içerir. Enzimatik 

olmayan diğer savunmalar hücreleri oksidatif strese karşı koruyan antioksidan bileşiklerdir ve 

C vitamini, E vitamini, glutatyon, çeşitli karotenoidler ve flavonoidler gibi moleküller 

enzimatik olmayan antioksidanlara örnektir (29,30). Oksidatif stres; diyabet, kanser, 

kardiyovasküler hastalıklar ve karaciğerin enflamatuar, metabolik ve proliferatif hastalıkları 

gibi çeşitli hastalıkların ortaya çıkması ve gelişmesi ile yakından ilişkilidir (31). 

Hücre içinde reaktif oksijen türlerinin artması proteinler de dahil olmak üzere 

makromoleküler hasar, hücresel apoptoz ve nekroz ile sonuçlanabilir. Protein oksidasyonu, 

proteinlerin reaktif oksijen türleri veya oksidatif stres ürünleri ile kovalent olarak 

modifikasyonu sonucunda meydana gelmektedir (32). Protein karbonilasyonu, direkt olarak 

oksidatif stres veya indirekt olarak oksidatif strese bağlı oluşan ürünler aracılığıyla olabilir. 

Reaktif oksijen türlerinin direkt etkisi veya özellikle arginin, prolin, lizin ve treonin 

aminoasitlerin metal katalizli oksidasyonu, esas protein karbonilasyonu oluşum 

mekanizmalarıdır. Karbonhidrat ve lipidlerin oksidasyonu ile oluşan ürünler proteinlerdeki 

lizin, sistein ve histidin kalıntılarını modifiye ederek dolaylı olarak karbonilasyona neden 

olabilir (33). Proteinlerin karbonillenmesi non-enzimatik geri dönüşümsüz bir hasardır ve 

sıklıkla protein fonksiyon kaybına yol açar ve bu durum ciddi oksidatif hasarın ve hastalık 

kaynaklı protein fonksiyon bozukluğunun yaygın bir göstergesi olarak kabul edilir (34). 

 

HEM OKSİJENAZ-1 

Hem oksijenaz enzim sistemi hemen hemen tüm ökaryotlarda bulunmaktadır. Hem 

oksijenaz, hem molekülünün karbon monoksit, serbest demir ve biliverdine yıkılımını kataliz 

eden, hem metabolizmasında hız sınırlayıcı mikrozomal bir enzimdir (35). Memelilerde HO-

1, hem oksijenaz 2 ve hem oksijenaz 3 olmak üzere üç hem oksijenaz izoformu 

tanımlanmıştır. Bunlar dokuya özgü gen ekspresyonu için farklı kalıplara sahiptir. 

Karaciğerde HO-1 ve hem oksijenaz 2 ekspresyonu gerçekleşmektedir. HO-1 normalde 

memeli dokusunda çok düşük seviyelerde bulunan formdur, indüklenebilir ve dalak ve 

karaciğerde yüksek oranda eksprese edilir (36). Substrat hem molekülüne ek olarak, geniş bir 

uyaran spektrumu HO-1 ekspresyonunu indükleyebilir. Bu tür ajanlar arasında nitrik oksit, 

sitokinler, ağır metaller, hormonlar, büyüme faktörleri, tiyol-reaktif maddeler, oksidanlar, 

aşırı oksijen ortamları, iskemi/reperfüzyon hasarı ve ultraviyole-A radyasyonu bulunur. Bu 

indükleme koşullarının birçoğu pro-oksidanlar tarafından uyarılması ile ilişkili olduğundan 

HO-1, oksidatif hücresel strese karşı indüklenebilir bir savunma mekanizması olarak kabul 
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edilir (37). HO-1 enziminin en önemli transkripsiyonel düzenleyicisi nükleer faktör eritroid 2-

ilişkili faktör 2 (NRF2)’dir. NRF2 normal şartlar altında sitoplazmada Kelch-benzeri ECH-

ilişkili protein 1 tarafından tutulmaktadır (38). Kelch-benzeri ECH-ilişkili protein 1, NRF2 

geninin ubikitinasyonundan ve proteozomal yıkımından sorumludur. NRF2, hücrede reaktif 

oksijen türleri tarafından uyarılarak Kelch-benzeri ECH-ilişkili protein 1 proteininden ayrılır 

ve çekirdeğe transloke olur. NRF2 daha sonra küçük Maf proteini ile heterodimer oluşturur. 

NRF2-küçük Maf dimeri hücre savunma mekanizmasında görev alan birçok genin promotor 

bölgesinde bulunan antioksidan yanıt elementine bağlanarak aktive olur (39). NRF2 

aktivasyonu birçok antioksidan ve hücre koruyucu enzimin ekspresyonunu indükler. 

Bunlardan biri olan HO-1; iltihaplanma, apoptozun düzenlenmesi ve hücresel homeostazın 

restorasyonunda yer alan birçok biyolojik koruyucu özelliğe sahip olan reaksiyon ürünleri 

(biliverdin, CO, demir) aracılığıyla antioksidan aktivitesini gerçekleştirmektedir (40). Yapılan 

çalışmalar, sitokinlerle indüklenmiş HO-1 enziminin katalizlediği son reaksiyon ürünleri olan 

CO ve biliverdinin apoptoz, karaciğer yetmezliği, karaciğerin iskemi ve reperfüzyon hasarı 

gibi birçok patolojiye karşı karaciğer dokusu üzerinde koruyucu ve terapötik etkilerinin 

varlığını göstermiştir (41-43). 

 

ISI ŞOK PROTEİNİ 70 

Isı şok proteinleri, moleküler şaperonlar olarak tanımlanan yüksek oranda korunmuş 

bir protein ailesidir. Protein katlanması ve bozulmasının düzenlenmesi yoluyla hücresel 

fonksiyonun korunmasında da kritik bir rol oynarlar. Isı şok proteinleri, ısı şok proteini 27, ısı 

şok proteini 40, ısı şok proteini 60, Hsp70, ısı şok proteini 90, ısı şok proteini 110 şeklinde 

moleküler ağırlıklarına göre sınıflandırılır (44). Isı şok proteinleri, bulundukları tüm 

dokularda aşırı zorlama ve diğer birçok stresin neden olduğu potansiyel hasara karşı doğal 

endojen savunma sisteminin bir kısmından sorumludur. Oksidatif stres, iskemi ve 

reperfüzyon, ozmotik stres, hipoksi, glikoz tükenmesi ve bunun gibi fizyolojik değişiklikler 

sonrasında kısa bir süre içinde spesifik dokularda eksprese edilirler (45). Isı şok proteini 

genlerindeki artış, ısı şoku transkripsiyon faktörü 1 tarafından transkripsiyonel seviyede 

aktive edilmektedir (46). Çalışmalar ısı şok proteini ailelerinin hücre içinde mitokondri, 

sitoplazma, endoplazmik retikulum ve çekirdek gibi çeşitli bölgelerde bulunduğunu 

göstermektedir (47). 

Isı şok proteini 70 ailesi en çok korunan ve en iyi incelenen ısı şok proteini 

sınıflarından biridir. Endoplazmik retikulumda lokalize olan stresle indüklenebilir HSP70, 
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yapısal olarak eksprese edilen HSP70, mitokondriyal ısı şok proteini 75 ve glukoz ile 

düzenlenen protein 78, HSP70 ailesinin üyelerindendir. Normal koşullar altında, HSP70 yeni 

sentezlenen polipeptitlerin katlanmasına, multiprotein komplekslerinin birleştirilmesine ve 

proteinlerin hücresel zarlar boyunca taşınmasına yardımcı olarak adenozin trifosfata bağımlı 

moleküler şaperonlar olarak işlev görür (48). Ateroskleroz, konjestif kalp yetmezliği, ateş, 

enfeksiyon, yaşlanma, Alzheimer hastalığı, malign hastalıklar ve otoimmün bozukluklar gibi 

çeşitli bozukluklarda özellikle HSP70 miktarında artış görülmüştür (49). HSP70 stres altında 

proteinleri korumaktadır. Katlanmamış proteinlerin kümeleşmesini önleyerek polipeptitleri 

birbirine bağlar. Katlanmamış ve yanlış katlanmış proteinler arasındaki dengeyi sağlar. 

Normal koşullarda hücrelerde çok düşük miktarlardayken stres altında yüksek miktarlarda 

indüklenmesi nedeniyle HSP70, sıklıkla araştırılan ısı şok proteinlerinden biridir (50). HSP70, 

hücreleri proteotoksik stresten korur, hücresel yaşlanmayı baskılar, sitotoksik ilaçlar ve 

radyasyon dahil hücresel stres ajanlarına karşı koruyucu etki göstererek apoptoza direnç 

kazandırır (51). 

 

ÖJENOL 

Öjenol (4-allil-2-metoksifenol), fenilpropanoid sınıfından ve karanfilin ana bileşeninde 

bulunan fenolik bir bileşiktir (Şekil 1) (52). Farmakolojik etkileri arasında antibakteriyel, 

antifungal, antiinflamatuvar, analjezik ve antioksidan etkileri yer almaktadır (53). Öjenolün 

radikal temizleyici ve iltihap önleyici işlevlerinin in-vitro ve in-vivo kronik hastalıkları 

modüle ettiği gösterilmiştir (54). Metabolik aktif HepG2 hücreleri üzerinde düşük 

konsantrasyonlarda dahi antioksidan aktivite gösteren öjenolün DNA’ya karşı zararlı, 

gonotoksik bir etki göstermediği belirtilmiştir (55). 

 

 

 

 

 

 

                                         Şekil 1. Öjenol molekül yapısı (52) 

 

 

                                                                                        OH    

                                                                                                          

                                                                                                          CH3                                                                                                        

                     CH2                                                               O 
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HepG2 hücre hattı ve yüksek yağlı diyet ile beslenen sıçan primer hepatositleri 

üzerinde yapılan başka bir çalışmada, öjenolün lipogenez ve lipolizle ilişkili proteinlerin gen 

ifadelerinin düzenlenmesi yoluyla lipit birikimini inhibe ettiği ve NAFLD üzerinde olumlu 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir (56). Bu bağlamda öjenolün lipit peroksidasyonunu önleme 

yoluyla antioksidan etkilerinin varlığı ayrıca belirtilmiştir (57,58). Öjenolün karaciğer 

iskemi/reperfüzyon modelinde tümör nekroz faktör alfa ve nükleer faktör kappa B 

aktivasyonunu ve malondialdehit düzeyini azaltırken glutatyon düzeyini arttırdığı ve öjenolün 

hücre içi redoks durumunu düzenleyerek karaciğer hasarını azalttığı, karaciğer yapı ve 

fonksiyonunun korunmasında olumlu etkilerinin olduğu gösterilmiştir (59). Literatürde 

akrilamide bağlı karaciğer hasarında öjenolün etkilerini araştıran bir çalışmaya rastlamadık. 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Bu çalışma Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Dekanlığı Bilimsel Araştırmalar Etik 

Kurulu tarafından 21.12.2020 tarihinde TÜTF-BAEK 2020/456 protokol kodu ve 21/06 

karar no ile onaylandı (Ek 1). Western blot yönteminde membranlarının kemilüminesans 

görüntülenmesi ve hücrelerin saklanması amacıyla kullanılan sıvı azot için Trakya 

Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve Geliştirme Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden 

hizmet satın alındı. Diğer tüm deneysel çalışmalar, Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda yapıldı. 

 

DENEYLERDE KULLANILAN KİMYASAL MADDELER 

Akrilamid (Sigma) 

Öjenol (Sigma) 

Eagle'ın minimum esansiyel medyumu-fenol red içeren (Wisent) 

Eagle'ın minimum esansiyel medyumu-fenol red içermeyen (Wisent) 

Fetal sığır serumu (Thermo) 

Antibiyotik-antimikotik (Thermo) 

% 0.25 Tripsin-etilendiamin tetraasetik asit solüsyonu (Thermo) 

3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromür (MTT) (Sigma) 

Dimetil sülfoksit (Sigma) 

Glisin (Sigma) 

Sodyum klorür (Sigma) 

Tuzlu fosfat tamponu tablet (Thermo) 
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Sodyum dodesil sülfat (Sigma) 

Sodyum hidroksit (Merck) 

N-etilmaleimid (Sigma) 

İyodo asetamid (Sigma) 

Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma) 

Sodyum florid (Merck) 

Trizma baz (Sigma) 

Bakır sülfat (Sigma) 

Folin ayıracı (Merck) 

Sodyum karbonat (Merck) 

Potasyum sodyum tartarat (Sigma) 

Trifloroasetik asit (Merck) 

2,4 dinitrofenilhidrazin (Sigma) 

Sığır serum albumini (Sigma) 

N,N-Metilen bis-akrilamid (Merck) 

N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (Sigma) 

2-merkaptoetanol (Sigma) 

Amonyum persülfat (Sigma) 

Bromofenol blue (Sigma) 

Tween 20 (Santa Cruz) 

Metanol (Merck) 

Yağsız süt tozu (Sigma) 

Pre-stained protein standardı (Thermo) 

Poliviniliden diflorid membran (Merck) 

α-Tübülin primer antikoru (Santa Cruz) 

HO-1 primer antikoru (Santa Cruz) 

HSP70 primer antikoru (Abcam) 

Anti-dinitrofenol primer antikoru (Abcam) 

Sekonder antikorlar (Abcam) 

Kemilüminesans substrat (Thermo) 

 

ANALİZLERDE KULLANILAN ALETLER VE DİĞER MALZEMELER 

Sıvı azot tankı (Air Liquide GT21) 
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Santrifüj (Heraeus multifuge 3 S-R) 

Mikrobiyolojik inkübatör (Thermo Scientific Heratherm IMC-18) 

Biyogüvenlik kabini (Thermo Scientific Safe 2020) 

Karbondioksitli inkübatör (Thermo Scientific Forma Steri-cycle 371) 

Faz kontrast invert mikroskop (Olympus CKX 53) 

Hassas terazi (Sartorius) 

Vorteks (VELP), (Isolab) 

pH metre (Inolab) 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı (Daihan Scientific WiseStir) 

Mikroplaka okuyucu (Biotek µQuant) 

Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Omnipage Mini Vertical System) 

Western blotting sistemi (Cleaver Scientific Semi Dry Blotter) 

Güç kaynağı (Cleaver Scientific) 

Çalkalayıcı (Cleaver Scientific CW23) 

-80 °C derin dondurucu (Heraeus HERAfreeze) 

Kemilüminesans görüntüleme sistemi (Bio-rad ChemiDoc MP Imaging System) 

Su banyosu (GFL 1083) 

Otomatik pipetler (Eppendorf) 

96 kuyucuklu plaka (SPL) 

75 cm2 flask (Isolab) 

90 mm petri kabı (Isolab) 

Steril şırınga filtre (GVS) 

Hücre kazıyıcı (Isolab) 

Steril serolojik pipetler 5, 10 ve 25 ml (Isolab) 

Steril ve non-steril otomatik pipet uçları (Jet Biofil), (Isolab), (Capp) 

Steril ve non-steril santrifüj tüpü 15 ve 50 ml (Isolab) 

Beher (Isolab) 

Mezür (Isolab) 

Balon joje (Isolab) 

 

TEMEL HÜCRE KÜLTÜRÜ UYGULAMALARI 

Hücreler %10 fetal sığır serumu ve %1 antibiyotik-antimikotik içeren Eagle'ın 

minimum esansiyel medyumu ile %5 CO2’li ortamda 37°C’de inkübatörde yaşatıldı. 
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Hücrelere tüm uygulamalar yatay hava akışlı biyogüvenlik kabini içerisinde steril malzemeler 

kullanılarak yapıldı. Deneylerde 12-20 arası hücre pasajları kullanıldı. Hücreler 75 cm2 

flasklarda çoğaltıldı. Hücrelerin haftada iki kez medyumu değiştirildi ve %80-90 hücre 

yoğunluğuna ulaşıldığında 1:4 veya 1:6 oranında pasajlandı. 

 

HÜCRE CANLILIĞI ÖLÇÜMÜ 

Hücre canlılığı ölçümü için MTT testi kullanıldı (60,61). 96 kuyucuklu plakalarda her 

bir kuyucuğa 10000 adet hücre ekildi. Öjenolün HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına 

etkisinin araştırılması için hücreler 24 saat boyunca 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 µM 

konsantrasyonlarda öjenol ile inkübe edildi. Öjenolün akrilamid uygulanan HepG2 

hücrelerinde hücre canlılığına etkisinin araştırılması için hücreler 10 mM akrilamid ile aynı 

anda 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 µM konsantrasyonlarda öjenol ile 24 saat inkübe edildi. 

Öjenol dimetil sülfoksit ile çözüldü ve tüm deneylerde tüm grupların medyumunda %0.2 

dimetil sülfoksit vardı. Akrilamid ise medyumda çözüldü. Deneysel prosedürler sonrası 

medyum alınarak yerine 10 µl MTT (5 mg/mL, tuzlu fosfat tamponunda çözüldü) ve 100 µl 

fenol red içermeyen Eagle'ın minimum esansiyel medyumu konuldu ve 4 saat inkübe edildi. 4 

saat sonunda, MTT içeren medium alınarak oluşan formazan 200 µl dimetil sülfoksit ve 25 µl 

Sorenson tamponu (0.1 M glisin ve 0.1 M sodyum klorür; 0.1 M sodyum hidroksit ile 

pH:10.5’e ayarlandı) ile çözüldü ve oluşan renk mikroplaka okuyucuda spektrofotometrik 

olarak 570/630 nm’de ölçüldü. Her bir deney için ölçülen absorbanslar kontrol grubunun 

ortalamasına bölünerek sonuçlar aynı plakadaki kontrol grubunun yüzdesi olarak verildi. 

 

HEM OKSİJENAZ 1 ve ISI ŞOK PROTEİNİ 70 DÜZEYİ ÖLÇÜMÜ 

Hem oksijenaz 1 ve HSP70 düzeyleri ölçümü için dikey elektroforez ve ardından 

western blot yöntemleri kullanıldı. Öjenolün HepG2 hücrelerinde HO-1 ve HSP70 

düzeylerine etkisinin araştırılması için hücreler 10 ve 50 µM konsantrasyonlarda öjenol ile 24 

saat boyunca inkübe edildi. Öjenolün akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde HO-1 ve 

HSP70 düzeylerine etkisinin araştırılması için hücreler 10 mM akrilamid ile aynı anda 10 ve 

50 µM konsantrasyonlarda öjenol ile 24 saat boyunca inkübe edildi. Öjenol dimetil sülfoksit 

ile çözüldü ve tüm deneylerde tüm grupların medyumunda %0.2 dimetil sülfoksit vardı. 

Akrilamid ise medyumda çözüldü. 

Deneysel prosedürler sonrası hücreler soğuk tuzlu fosfat tamponu ile iki kez yıkandı. 

Hücreler %1 sodyum dodesil sülfat, 1 mM etilendiamin tetraasetik asit, 10 mM N-
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etilmaleimid, 10 mM iyodo asetamid, 50 mM sodyum florid içeren 10 mM tris tamponu 

(pH:8.0) ile homojenize edildi. Protein düzeyleri Lowry yöntemi ile standart olarak sığır 

serum albumini kullanılarak ölçüldü (62). Tüm numuneler için 10 µg protein %4-12 bis-tris 

jel elektroforezinde yürütüldü (63). Elektroforez sonrası proteinler yarı-ıslak western blotting 

sistemi kullanılarak jelden poliviniliden diflorid membrana aktarıldı. %5 yağsız süt tozu ile 

bloklanan membranlar gece boyu +4 °C’de primer antikorlar (HO-1 için 1:200, HSP70 için 

1:5000 ve α-tübulin için 1:1000 dilüsyon) ile inkübe edildi. Ardından primer antikor ile 

uyumlu sekonder antikorlar (tümü için; 1:10000 dilüsyon) ile inkübe edilen membranlardaki 

spesifik proteinler kemilüminesans substrat ile görüntülendi. Membranlarda stripping 

Sennepin ve ark. göre yapıldı (64). Elde edilen bantlara ait yoğunluklar Image-J programı 

kullanılarak hesaplandı (65) ve her bir proteine ait sonuç aynı numunenin α-tübulin 

sonucuna oranlandı. Her bir grup için sonuçlar aynı deneydeki ve membrandaki kontrol 

grubuna oranlanarak kontrol grubunun katı olarak verildi. 

 

PROTEİN KARBONİL ÖLÇÜMÜ 

Protein karbonil ölçümü için de HO-1 ve HSP70 düzeyleri ölçümü için elde edilen 

numuneler kullanıldı. Protein karbonil ölçümü Levine ve ark. (66) metoduna göre yapıldı. Her 

bir numune için 5 µg protein, homojenizasyon için kullanılan tampon ile eşit hacime 

ayarlandı. Üzerine numune hacmi kadar %12 sodyum dodesil sülfat ve ardından numune 

hacminin iki katı kadar %10 trifloroasetik asit içinde çözünen 20 mM 2,4 dinitrofenilhidrazin 

eklendi. Karanlıkta 20 dakika inkübasyon sonrası karışıma, numune hacminin 1.5 katı kadar 

nötralizasyon çözeltisi (2M Tris/ 30% gliserol/ %19 2-merkaptoetanol) eklendi ve ardından 

yukarıda HO-1 ve HSP70 ölçümü bölümünde anlatıldığı şekilde dikey elektroforez ve 

western blot yöntemleri ile ve anti-dinitrofenol primer antikoru (1:5000 dilüsyon) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Membranlarda stripping Sennepin ve ark. (2009) göre yapıldı (64). Elde 

edilen bantlara ait yoğunluklar Image-J programı kullanılarak hesaplandı (65) ve her bir 

proteine ait sonuç aynı numunenin α-tübulin sonucuna oranlandı. Her bir grup için sonuçlar 

aynı deneydeki ve membrandaki kontrol grubuna oranlanarak kontrol grubunun katı olarak 

verildi. 
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İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

   İstatistiksel analizler SPSS 20 programı (Lisans no: 10240642) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Deney parametrelerinin karşılaştırılması için Tek Yönlü Varyans Analizi ve 

gruplar arası karşılaştırma için Tukey testi kullanıldı. Sonuçlar ortalama±standart sapma 

olarak ifade edildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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BULGULAR 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerinde, hücre canlılığına etkisi Şekil 2’de verilmiştir. HepG2 

hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası kontrole göre hücre canlılıkları 10 µM öjenol 

uygulanan hücrelerde %97±6, 25 µM öjenol uygulanan hücrelerde %100±10, 50 µM öjenol 

uygulanan hücrelerde %95±4, 100 µM öjenol uygulanan hücrelerde %90±7, 250 µM öjenol 

uygulanan hücrelerde %86±7, 500 µM öjenol uygulanan hücrelerde %78±2 ve 1000 µM 

öjenol uygulanan hücrelerde %64±7 bulundu. 500 µM öjenol uygulanan hücrelerde hücre 

canlılığı kontrole, 10 µM öjenol ve 25 µM öjenol uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

düşüktü (tümü için p<0.05). 1000 µM öjenol uygulanan hücrelerde hücre canlılığı kontrole, 

10 µM öjenol, 25 µM öjenol, 50 µM öjenol, 100 µM öjenol ve 250 µM öjenol uygulanan 

hücrelere göre anlamlı olarak düşüktü (tümü için p<0.05).  
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Şekil 2. Öjenolün HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandığında hücre 

canlılığına etkisi Şekil 3’te verilmiştir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası 

kontrole göre hücre canlılıkları 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde %42±3; 10 mM 

akrilamid ile birlikte 10 µM öjenol uygulanan hücrelerde %58±5, 25 µM öjenol uygulanan 

hücrelerde %58±9, 50 µM öjenol uygulanan hücrelerde %58±3, 100 µM öjenol uygulanan 

hücrelerde %52±2, 250 µM öjenol uygulanan hücrelerde %46±5 ve 500 µM öjenol uygulanan 

hücrelerde %35±4 bulundu. Akrilamid uygulanan tüm hücrelerde hücre canlılığı kontrole göre 

anlamlı olarak düşüktü (tümü için p<0.05). 10 µM, 25 µM ve 50 µM öjenol 10 mM akrilamid 

uygulanan hücrelerde hücre canlılığını anlamlı olarak arttırdı (tümü için p<0.05). 10 mM 

akrilamid ile birlikte 500 µM öjenol uygulanan hücrelerde hücre canlılığı 10 mM akrilamid 

ile birlikte 10 µM, 25 µM, 50 µM ve 100 µM öjenol uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

düşüktü (tümü için p<0.05). 

 

 



17 
 

 

AA: Akrilamid. 

Şekil 3. Öjenolün akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına 

etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerinde, protein karbonil düzeylerine etkisi Şekil 4’de 

verilmiştir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası protein karbonil düzeyleri; 

10 µM öjenol uygulanan hücrelerde kontrolün 0.94±0.08 katı, 50 µM öjenol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1.05±0.12 katı olarak bulundu. 10 µM ve 50 µM öjenol uygulaması 

HepG2 hücrelerinde protein karbonil düzeylerini anlamlı olarak değiştirmedi (her ikisi için 

p>0.05). 
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Şekil 4. Öjenolün HepG2 hücrelerinde protein karbonil düzeylerine etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandığında protein 

karbonil düzeylerine etkisi Şekil 5’te verilmiştir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama 

sonrası kontrole göre protein karbonil düzeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde 

kontrolün 1.57±0.14 katı; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 µM öjenol uygulanan hücrelerde 

kontrolün 1.22±0.25 katı, 50 µM öjenol uygulanan hücrelerde kontrolün 1.11±0.12 katı olarak 

bulundu. 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde protein karbonil düzeyleri kontrole göre 

anlamlı olarak yüksekti (p<0.05). 50 µM öjenol, 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde 

protein karbonil düzeylerini anlamlı olarak azalttı (p<0.05). 
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AA: Akrilamid. 

Şekil 5. Öjenolün akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde protein karbonil 

düzeylerine etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerinde, HO-1 düzeylerine etkisi Şekil 6’da verilmiştir. HepG2 

hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası HO-1 düzeyleri; 10 µM öjenol uygulanan 

hücrelerde kontrolün 1.33±0.15 katı, 50 µM akrilamid uygulanan hücrelerde kontrolün 

1.75±0.11 katı olarak bulundu. 10 µM ve 50 µM öjenol uygulaması HepG2 hücrelerinde HO-
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1 düzeylerini anlamlı olarak arttırdı (her ikisi için p<0.05). 50 µM öjenol uygulanan HepG2 

hücrelerinde HO-1 düzeyleri, 10 µM öjenol uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak yüksekti 

(p<0.05). 

       

HO-1: Hem oksijenaz 1 

Şekil 6. Öjenolün HepG2 hücrelerinde hem oksijenaz 1 düzeylerine etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandığında HO-1 

düzeylerine etkisi Şekil 7’de verilmiştir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası 

kontrole göre HO-1 düzeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde kontrolün 2.68±0.23 

katı; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 µM öjenol uygulanan hücrelerde kontrolün 3.30±0.27 

katı, 50 µM öjenol uygulanan hücrelerde kontrolün 3.53±0.36 katı olarak bulundu. 10 mM 

akrilamid uygulanan tüm hücrelerde HO-1 düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak yüksekti 

(tümü için p<0.05). 50 µM öjenol, 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde HO-1 düzeylerini 

anlamlı olarak arttırdı (p<0.05). 
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AA: Akrilamid; HO-1: Hem oksijenaz 1. 

Şekil 7. Öjenolün akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde hem oksijenaz 1 

düzeylerine etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerinde, HSP70 düzeylerine etkisi Şekil 8’de verilmiştir. 

HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama sonrası HSP70 düzeyleri; 10 µM öjenol 

uygulanan hücrelerde kontrolün 1.10±0.09 katı, 50 µM akrilamid uygulanan hücrelerde 

kontrolün 1.08±0.11 katı olarak bulundu. 10 µM ve 50 µM öjenol uygulaması HepG2 

hücrelerinde HSP70 düzeylerini anlamlı olarak değiştirmedi (her ikisi için p>0.05). 
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HSP70: Isı şok proteini 70. 

Şekil 8. Öjenolün HepG2 hücrelerinde ısı şok proteini 70 düzeylerine etkisi 

 

Öjenolün HepG2 hücrelerine 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandığında HSP70 

düzeylerine etkisi Şekil 10’da verilmiştir. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulama 

sonrası kontrole göre HSP70 düzeyleri 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde kontrolün 

2.67±0.07 katı; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 µM öjenol uygulanan hücrelerde kontrolün 

2.35±0.36 katı, 50 µM öjenol uygulanan hücrelerde kontrolün 2.07±0.16 katı olarak bulundu. 

10 mM akrilamid uygulanan tüm hücrelerde HSP70 düzeyleri kontrole göre anlamlı olarak 

yüksekti (tümü için p<0.05). 50 µM öjenol, 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde HSP70 

düzeylerini anlamlı olarak azalttı (p<0.05). 
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AA: Akrilamid; HSP70: Isı şok proteini 70. 

Şekil 9. Öjenolün Akrilamid Uygulanan HepG2 hücrelerinde ısı şok proteini 70 

düzeylerine etkisi 

 

Çalışmamızdaki hücre canlılığı, protein karbonil, HO-1 ve HSP70 düzeyleri 

ölçümlerine ait sonuçlar Tablo 1'de görülmektedir. 
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Tablo 1. Çalışmaya ait tüm sonuçlar 

HÜCRE 

CANLILIĞI 
(% Kontrol) 

Öjenolün hücre canlılığına etkisi  

 Kontrol 10 µM öjenol 25 µM öjenol 50 µM öjenol 100 µM öjenol 250 µM öjenol 500 µM öjenol 1000 µM öjenol 

1. tekrar 100 95 100 97 94 87 79 56 

2. tekrar 100 104 110 97 94 92 78 70 

3. tekrar 100 92 90 91 82 79 76 66 

 
Öjenolün akrilamid ile birlikte uygulandığında hücre canlılığına etkisi 

 Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+ 

10 µM öjenol 

10 mM AA+ 

25 µM öjenol 

10 mM AA+ 

50 µM öjenol 

10 mM AA+ 

100 µM öjenol 

10 mM AA+ 

250 µM öjenol 

10 mM AA+ 

500 µM öjenol 

1. tekrar 100 40 54 50 55 49 41 32 

2. tekrar 100 40 63 67 62 53 47 36 

3. tekrar 100 45 57 58 57 53 51 39 

 

PROTEİN 

KARBONİL 
(Kontrolün katı) 

Öjenolün protein karbonil düzeyine etkisi Öjenolün akrilamid ile birlikte uygulandığında protein karbonil düzeyine etkisi 

 Kontrol 10 µM öjenol 50 µM öjenol  Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+ 

10 µM öjenol 

10 mM AA+ 

50 µM öjenol 

1. tekrar 1,00 0,89 0,91 1. tekrar 1,00 1,59 1,48 1,14 

2. tekrar 1,00 0,89 1,08 2. tekrar 1,00 1,42 1,18 1,20 

3. tekrar 1,00 1,03 1,16 3. tekrar 1,00 1,71 1,00 0,98 

 

HO-1 
(Kontrolün katı) 

Öjenolün HO-1 düzeyine etkisi Öjenolün akrilamid ile birlikte uygulandığında HO-1 düzeyine etkisi 

 Kontrol 10 µM öjenol 50 µM öjenol  Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+ 

10 µM öjenol 

10 mM AA+ 

50 µM öjenol 

1. tekrar 1,00 1,30 1,82 1. tekrar 1,00 2,93 3,54 3,23 

2. tekrar 1,00 1,49 1,80 2. tekrar 1,00 2,62 3,36 3,43 

3. tekrar 1,00 1,20 1,63 3. tekrar 1,00 2,49 3,02 3,94 

 

HSP70 
(Kontrolün katı) 

Öjenolün HSP70 düzeyine etkisi Öjenolün akrilamid ile birlikte uygulandığında HSP70 düzeyine etkisi 

 Kontrol 10 µM öjenol 50 µM öjenol  Kontrol 10 mM AA 10 mM AA+ 

10 µM öjenol 

10 mM AA+ 

50 µM öjenol 

1. tekrar 1,00 1,07 1,03 1. tekrar 1,00 2,60 2,58 1,98 

2. tekrar 1,00 1,20 1,01 2. tekrar 1,00 2,70 1,93 2,25 

3. tekrar 1,00 1,03 1,21 3. tekrar 1,00 2,72 2,53 1,99 

AA: Akrilamid; HO-1: Hem oksijenaz-1; HSP70: Isı şok protein 70. 
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TARTIŞMA 

 

Akrilamid çeşitli endüstrilerde ve laboratuvarlarda kullanılan ve gıda maddelerinin 

yüksek sıcaklığa maruz kalması ile de oluşabilen kanserojen, sitotoksik ve genotoksik 

bileşiktir (1). Gıda ile vücuda alınan akrilamid, glutatyon ile konjuge edilerek CYP enzimi ile 

karaciğerde metabolize edilmektedir. Buna bağlı olarak akrilamid metabolizması hücresel 

glutatyon depolarının tükenmesine ve dolayısıyla hücrenin redoks durumunun değişmesine 

yol açabilmektedir (3). 

Artan oksidatif stres, doymamış yağlar, karbonhidratlar, nükleik asitler ve proteinler 

olmak üzere hücrelerin çeşitli makromoleküllerini oksitleyebilir, modifiye edebilir, işlevini 

değiştirebilir (31,67). Protein karbonilasyonu geri dönüşü olmayan bir oksidatif hasardır ve 

genellikle protein fonksiyon kaybına yol açar bu da şiddetli oksidatif hasarın ve hastalıktan 

kaynaklanan protein disfonksiyonunun göstergesidir (42,68). HO-1 oksidatif stresi azaltmada 

anahtar rol oynayan antioksidan, mikrozomal bir enzimdir ve hücreyi oksidatif hasara karşı 

korur (45). HSP70 protein hemostazında görevli moleküler şaperonlardan biridir ve hücresel 

stresler HSP70 düzeyini arttırır (69). 

Öjenol karanfil yağında bulunan antioksidan, anti-inflamatuvar, analjezik, antifungal, 

antibakteriyel aktiviteler gösteren fenolik türev bileşiktir (70). Öjenolün hepatik steatoz, 

diyabet ve kardiovasküler hastalıklar gibi birçok metabolik bozuklukta olumlu etkilerini 

gösteren çalışmalar mevcuttur (71) ancak akrilamide bağlı karaciğer hasarında öjenolün etkisi 

bilinmemektedir. Bu çalışmada akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde öjenolün hücre 

canlılığına, oksidatif strese ve ısı şok protein yanıtına etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 
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Çalışmamızda HepG2 hücreleri 24 saat süreyle farklı öjenol konsantrasyonları ile 

inkübe edildiğinde, öjenolün 500 µM konsantrasyona kadar hücre canlılığı üzerinde bir 

değişiklik oluşturmadığını, 500 ve 1000 µM konsantrasyonda ise hücre canlılığını anlamlı 

olarak azalttığını bulduk. Bulgularımız literatür ile uyumlu olup, Slameňová ve ark. (55) 

HepG2 hücrelerinde öjenolün 500 µM konsantrasyona kadar hücre canlılığında anlamlı bir 

değişiklik göstermediğini, 1000 µM konsantrasyondan itibaren hücre canlılığında azalmaya 

neden olduğunu; Wiirziler ve ark. (72) ise 1000 µM konsantrasyonda öjenolün HepG2 

hücrelerinin hücre canlılığında azalma oluşturduğunu bildirmektedirler. 

Literatürde 10 mM akrilamidin HepG2 hücrelerinde sitotoksiteye yol açtığı 

bildirilmektedir (13). Çalışmamızda da literatürle uyumlu olarak 10 mM akrilamid uygulanan 

hücrelerde hücre canlılığı kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaldı. Bununla birlikte 

öjenolün akrilamid ile oluşturulan sitotoksite üzerine etkisi bilinmemekte olup çalışmamızda 

HepG2 hücrelerine 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10, 25 ve 50 µM öjenol, hücre 

canlılığını anlamlı olarak arttırdı. Bu bulgumuz, öjenolün, özellikle 10-50 µM konsantrasyon 

aralığında, HepG2 hücrelerinde sitotoksiteyi önlemede etkili olduğunu göstermektedir. Bu 

bulgularımızdan yola çıkarak, çalışmamızda öjenolün akrilamid ile oluşturulan sitotoksite 

üzerine etkili olan 10 µM ve 50 µM’ı seçerek, bu konsantrasyonların hem tek başlarına hem 

de 10 mM akrilamid ile birlikte uygulandıklarında HepG2 hücrelerinde oksidatif strese ve ısı 

şok protein yanıtına etkisini inceledik. 

Çalışmamızda 10 mM akrilamid protein karbonil, HO-1 ve HSP70 düzeylerini anlamlı 

olarak arttırdı. Akrilamidin 10 mM konsantrasyonda HepG2 hücrelerinde oksidatif stresi ve 

HSP70 düzeylerini arttırdığı bildirilmiştir (13,28). Akrilamidin HO-1 düzeyine etkisi 

bilinmemekle birlikte, Ekuban ve ark. (73), akrilamid uygulanan farelerde HO-1 mRNA 

ekspresyonunun arttığını ve bunun NRF2 üzerinden olduğunu bildirmişlerdir. Bulgularımız 

literatürü destekler nitelikte olup, akrilamide bağlı olarak HepG2 hücrelerinde oksidatif 

stresin ve oksidatif stres ile indüklenebilen HO-1 ve HSP70 düzeylerinin arttığını 

göstermektedir. 

Öjenol, HepG2 hücrelerine tek başına uygulandığında protein karbonil ve HSP70 

düzeylerini anlamlı olarak değiştirmezken, hem 10 µM hem de 50 µM konsantrasyonda HO-1 

düzeylerini anlamlı olarak arttırdı. Akrilamid ile birlikte uygulanan 10 µM öjenol bu 

parametrelerde anlamlı bir değişmeye yol açmazken, 50 µM öjenol ise protein karbonil ve 

HSP70 düzeylerini anlamlı olarak azaltıp HO-1 düzeylerini ise anlamlı olarak arttırdı. 

Öjenolün antioksidan etkileri bilinmektedir (53). Aynı zamanda literatürde, öjenolün tek 
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başına uygulandığında protein karbonil düzeylerini değiştirmediğini ancak tiyoasetamid ve 

kadmiyum gibi toksik moleküllerle karaciğerde artan protein karbonil düzeylerini azalttığı 

bildirilmiştir (74,75). Bu çalışmalar, çalışmamızdaki HO-1 bulgularımızı desteklemektedir.  

Hem oksijenaz-1, HSP32 olarak da bilinmektedir. HSP70 ile benzer şekilde ısı şoku, 

serbest radikaller, ağır metal tuzları gibi birçok hücresel stres ajanıyla indüklenmektedir. Ek 

olarak HO-1 indükleyicileri arasında fitokimyasallar; fitokimyasallar arasında ise fenolik 

bileşikler de yer almaktadır (76). Öjenol de fenolik bir bileşiktir ancak öjenolün HO-1 düzeyi 

üzerindeki etkilerini gösteren bir çalışmaya rastlamadık. Çalışmamızda öjenol hem tek başına 

hem de akrilamidle birlikte uygulandığında HO-1 düzeyini arttırmıştır. HO-1 indüksiyonunun 

hücrede oksidatif strese karşı bir savunma veya adaptasyon cevabı olduğunu bildirilmektedir 

(77). HO-1’in oksidatif strese karşı hücreyi koruduğu göz önünde bulundurulduğunda HepG2 

hücrelerinde öjenol HO-1 düzeyini arttırarak antioksidan ve hepatoprotektif etki gösterebilir. 

Bunun yanında HO-1 enziminin gereğinden fazla indüklenmesi, substratı olan hem 

molekülünün yüksek miktarda yıkımıyla serbest demir düzeyi artışına neden olabilir. Serbest 

demirin son derece reaktif bir element olması nedeniyle oksidatif reaksiyonları 

tetikleyebileceği göz önünde bulundurulmalıdır (78). Literatürde öjenolün karaciğerde HSP70 

düzeylerine etkisini araştıran bir çalışma bulunmamakla birlikte bizim bulgularımız ile 

uyumlu olarak Prasad ve ark. (79) SHSY5Y nöroblastoma hücre hattında öjenolün 

hiperglisemi ile azalan glutatyon düzeyini arttırdığını ve artan HSP70 ekspresyonunu 

azalttığını bildirmişlerdir. Çalışmamızda öjenolün hücrelerdeki akrilamide bağlı oksidatif 

stres artışını azaltması, HSP70’in indüklenmesini azaltmış olabilir. 

Sonuç olarak çalışmamız, akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde öjenolün, 

özellikle 50 µM konsantrasyonda, hücre canlılığını arttırırken, oksidatif stresi ve ısı şok 

protein yanıtını azalttığını gösterdi. Bu çalışma ile öjenolün akrilamid toksisitesi üzerine etkisi 

ilk kez araştırılmış olup bulgularımız, öjenolün akrilamid ile oluşan hepatotoksisitede 

sitotoksisiteyi, oksidatif stresi ve ısı şok protein yanıtını azaltması sebebiyle faydalı 

olabileceğini göstermektedir. Bununla birlikte öjenolün sitotoksisiteyi, oksidatif stresi ve ısı 

şok protein yanıtını hangi mekanizmalarla iyileştirdiği gelecekteki çalışmalar ile 

aydınlatılmalıdır.  
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SONUÇLAR 

     

Bu çalışmanın amacı akrilamid uygulanan insan kaynaklı hepatoma hücrelerinde 

öjenolün hücre canlılığına, oksidatif strese ve ısı şok protein yanıtına etkisini araştırmaktır. 

Hücre canlılığı ölçümleri MTT testi ile; protein karbonil, HO-1 ve HSP70 protein düzeyleri 

western blotting yöntemi ile ölçüldü. Çalışmamıza ait sonuçlar şunlardır: 

 

1. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10, 25, 50, 100 ve 250 µM öjenol hücre 

canlılığını kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi.  

2. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 500 µM öjenol hücre canlılığını 

kontrole, 10 µM ve 25 µM öjenol uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak azalttı. 

3. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 1000 µM öjenol hücre canlılığını 

kontrole, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM ve 250 µM öjenol uygulanan hücrelere göre 

anlamlı olarak azalttı.  

4. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 mM akrilamid hücre canlılığını 

kontrole göre anlamlı olarak azalttı. 

5. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle 10 mM akrilamidle birlikte 10 µM, 25 µM, 50 µM, 

100 µM, 250 µM ve 500 µM öjenol uygulaması hücre canlılığını kontrole göre 

anlamlı olarak azalttı. 

6. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM, 25 

µM ve 50 µM öjenol; 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre hücre canlılığını 

anlamlı olarak arttırdı. 
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7. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 100 µM, 

250 µM öjenol ve 500 µM öjenol; 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre hücre 

canlılığını anlamlı olarak değiştirmedi. 

8. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 500 µM 

öjenol; 10 mM akrilamid ile birlikte 10 µM, 25 µM, 50 µM ve 100 µM öjenol 

uygulanan hücrelere göre hücre canlılığını anlamlı olarak azalttı. 

9. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 µM ve 50 µM öjenol, protein 

karbonil düzeylerini kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi. 

10. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 mM akrilamid protein karbonil 

düzeyini kontrole göre anlamlı olarak arttırdı. 

11. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM ve 

50 µM öjenol, protein karbonil düzeylerini kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi. 

12. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM 

öjenol, protein karbonil düzeyini 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre anlamlı 

olarak değiştirmedi. 

13. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 50 µM 

öjenol, protein karbonil düzeyini 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre anlamlı 

olarak azalttı. 

14. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 µM ve 50 µM öjenol, HO-1 

düzeylerini kontrole göre anlamlı olarak arttırdı. 

15. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 50 µM öjenol, HO-1 düzeylerini 10 µM 

öjenol uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak arttırdı. 

16. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 mM akrilamid HO-1 düzeyini 

kontrole göre anlamlı olarak arttırdı. 

17. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM ve 

50 µM öjenol, HO-1 düzeylerini kontrole göre anlamlı olarak arttırdı. 

18. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM 

öjenol, HO-1 düzeyini 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

değiştirmedi. 

19. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 50 µM 

öjenol, HO-1 düzeyini 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

arttırdı. 
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20. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 µM ve 50 µM öjenol, HSP70 

düzeylerini kontrole göre anlamlı olarak değiştirmedi. 

21. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle uygulanan 10 mM akrilamid HSP70 düzeyini 

kontrole göre anlamlı olarak arttırdı. 

22. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM ve 

50 µM öjenol, HSP70 düzeylerini kontrole göre anlamlı olarak arttırdı. 

23. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 10 µM 

öjenol, HSP70 düzeyini 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

değiştirmedi. 

24. HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle, 10 mM akrilamidle birlikte uygulanan 50 µM 

öjenol, HSP70 düzeyini 10 mM akrilamid uygulanan hücrelere göre anlamlı olarak 

azalttı. 

Sonuç olarak çalışmamız, akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde öjenolün, 

özellikle 50 µM konsantrasyonda, hücre canlılığını arttırırken, oksidatif stresi ve ısı şok 

protein yanıtını azalttığını gösterdi. 
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ÖZET 
 

Bu çalışmanın amacı, akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde öjenolün hücre 

canlılığına, oksidatif strese ve ısı şok protein yanıtına etkisini araştırmaktır. 

HepG2 hücrelerine 24 saat süreyle tek başına ve 10 mM akrilamid ile birlikte öjenol 

uygulandı. Hücre canlılığı 3-(4,5- dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromür testi 

ile ölçüldü. Protein karbonil, hem oksijenaz 1 ve ısı şok proteini 70 düzeyleri western blot 

yöntemiyle ölçüldü. 

Öjenol, HepG2 hücrelerinde 500 μM ve 1000 μM konsantrasyonlarda hücre canlılığını 

anlamlı olarak azalttırken daha düşük konsantrasyonlarda hücre canlılığını anlamlı olarak 

değiştirmedi. 10 μM, 25 μM ve 50 μM öjenol HepG2 hücrelerinde 10 mM akrilamide bağlı 

sitotoksiteyi anlamlı olarak azalttı. Bundan sonraki deneylerde akrilamide bağlı sitotoksisite 

üzerine etkili olduğu gösterilen 10 μM ve 50 μM öjenol konsantrasyonları kullanıldı. 10 μM 

ve 50 μM öjenol, HepG2  hücrelerinde protein karbonil ve ısı şok proteini 70 düzeylerini 

anlamlı olarak değiştirmezken hem oksijenaz 1 düzeylerini anlamlı olarak arttırdı. 10 mM 

akrilamid protein karbonil, hem oksijenaz 1 ve ısı şok proteini 70 düzeylerini anlamlı olarak 

arttırdı. 50 μM öjenol, 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde, protein karbonil ve ısı şok 

proteini 70 düzeylerinde anlamlı bir azalmaya ve hem oksijenaz 1 düzeylerinde ise anlamlı bir 

artışa yol açtı. 10 μM öjenolün ise 10 mM akrilamid uygulanan hücrelerde protein karbonil, 

hem oksijenaz 1 ve ısı şok proteini 70 düzeyleri üzerine anlamlı bir etkisi yoktu. 

Sonuç olarak çalışmamız, akrilamid uygulanan HepG2 hücrelerinde öjenolün, 

özellikle 50 µM konsantrasyonda, hücre canlılığını arttırırken, oksidatif stresi ve ısı şok 

protein yanıtını azalttığını gösterdi.  

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, öjenol, HepG2, protein karbonil, oksidatif stres, ısı 

şok proteini 7 
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EFFECT OF EUGENOL ON CELL VIABILITY, OXIDATIVE STRESS 

AND HEAT SHOCK PROTEIN RESPONSE IN ACRYLAMIDE-

TREATED HEPG2 CELLS 

 

SUMMARY 

 

The aim of this study is to investigate the effect of eugenol on cell viability, oxidative 

stress and heat shock protein response in acrylamide-treated HepG2 cells. 

HepG2 cells were treated with eugenol alone and in combination with 10 mM 

acrylamide for 24 hours. Cell viability was measured by the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyl-2H-tetrazolium bromide test. Protein carbonyl, heme oxygenase 1 and heat shock 

protein 70 levels were measured by western blot method. 

Eugenol significantly reduced cell viability in HepG2 cells at 500 μM and 1000 μM 

concentrations, but did not significantly alter cell viability at lower concentrations. 10 μM, 25 

μM and 50 μM eugenol significantly reduced 10 mM acrylamide-induced cytotoxicity in 

HepG2 cells. In subsequent experiments, eugenol concentrations of 10 μM and 50 μM were 

used, which were shown to be effective on acrylamide-induced cytotoxicity. 10 μM and 50 

μM eugenol did not significantly change protein carbonyl and heat shock protein 70 levels, 

but both increased oxygenase 1 levels significantly in HepG2 cells. 10 mM acrylamide 

significantly increased protein carbonyl, heme oxygenase 1 and heat shock protein 70 levels. 

50 μM eugenol caused a significant decrease in protein carbonyl and heat shock protein 70 

levels and a significant increase in heme oxygenase 1 levels in 10 mM acrylamide-treated 
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cells. On the other hand, 10 μM eugenol had no significant effect on protein carbonyl, heme 

oxygenase 1 and heat shock protein 70 levels in 10 mM acrylamide-treated cells. 

In conclusion, our study showed that eugenol, especially at 50 µM concentration, 

increased cell viability while reducing oxidative stress and heat shock protein response in 

acrylamide-treated HepG2 cells. 

Keywords: Acrylamide, eugenol, HepG2, protein carbonyl, oxidative stress, heat shock 

protein 70. 
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